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SPF级实验小鼠 4 种致病菌多重 PCＲ方法的建立及优化*
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摘要:目的 建立一种可同时检测 4 种 SPF级屏障环境常见致病菌的多重 PCＲ方法。方法 本研究针对鼠伤寒沙
门氏菌 invA基因、肺炎克雷伯杆菌 khe基因、嗜肺巴斯德菌 16SrＲNA基因、铜绿假单胞菌 ecfX基因序列分别设计合
成特异性引物，构建可同时鉴别 4 种菌的多重 PCＲ反应体系，优化后测定其特异性、灵敏性并人工模拟感染样本。
结果 建立的 4 重 PCＲ方法能对同一样品中的 4 种致病菌模板进行特异性扩增，无交叉反应;对 4 种目的菌的检
测灵敏度为 10 －3ng /μL;也可从混合感染的病料中特异性地检测出 4 种致病菌。结论 本试验建立的多重 PCＲ方
法具有快速、简便、灵敏的特点，为 4 种致病菌的快速诊断和监控提供了有效的技术支持。
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(Klebsiella pneumoniae，KPN)、嗜 肺 巴 斯 德 菌
(Pasteurella pneumotropica，PP)、铜绿假单胞菌





















1. 1. 1 供试菌株:标准菌株:实验菌株为鼠伤寒沙












1. 1. 3 主要仪器设备:T100 Thermal Cycler PCＲ仪、
PowerPac电泳仪(美国 Bio-Ｒad公司)，凝胶成像系统。






1. 2. 1 细菌 DNA提取:所有菌株分别接种于营养
肉汤培养基中，37 ℃、150 r /min 振荡培养过夜，按
试剂盒说明书要求提取细菌 DNA基因组，采用紫外
分光光度计测定模板 DNA的浓度与纯度，将获得的
DNA样品于 － 20 ℃保存备用。
1. 2. 2 多重 PCＲ引物设计与合成:选择鼠伤寒沙
门氏菌 invA基因、肺炎克雷伯杆菌 khe基因、嗜肺巴
斯德菌 16SrＲNA基因、铜绿假单胞菌 ecfX 基因作为




Table 1 Target gene and primer sequences
病原菌 靶基因 引物序列 目的片段长度 /bp
鼠伤寒沙门氏菌 invA F1:5’-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3’ 284
Ｒ1:5’-TCATCGCACCGTCAAAGGAACC -3’
肺炎克雷伯杆菌 khe F2:5’-TGATTGCATTCGCCACTGG-3’ 428
Ｒ2:5’-GGTCAACCCAACGATCCTG-3’
嗜肺巴斯德菌 16SrＲNA F3:5’-CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA -3’ 198
Ｒ3:5’-TCCGTATTACCGCGGCTG-3’
铜绿假单胞菌 ecfX F4:5’-ATGGATGAGCGCTTCCGTG -3’ 528
Ｒ4:5’-TCATCCTTCGCCTCCCTG -3’
1. 2. 3 单重 PCＲ 检测方法的建立:为了确定单重
PCＲ扩增的最佳条件及检测单基因 PCＲ 扩增的特
异性，分别以 4 个标准菌的 DNA 为模板，用相应的
引物进行单重 PCＲ扩增。PCＲ反应体系:2 μL模板
DNA，0. 5 μL 50 μmol /L 上、下游引物，4 μL 2. 5
mmol /L dNTPs，1. 5 μL 1 mol /L MgCl2，Taq酶 2. 5 U，
5 μL 10 × PCＲ buffer，加 ddH2O至 50 μL。PCＲ扩增
程序:95 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，退火 30 s，
72 ℃延伸 30 s，35 个循环;72 ℃延伸 10 min。其次
为了摸索不同退火温度的影响，将退火温度设定为:
45. 8 ℃、48. 4 ℃、51. 5 ℃、54. 0 ℃、56. 8 ℃、
59. 5 ℃、62. 1 ℃、64. 5 ℃，进行 PCＲ反应，以确定单
项 PCＲ 反应的最佳退火温度。PCＲ 反应产物用
1. 5%琼脂糖凝胶电泳检测。




为:5 μL 10 × PCＲ buffer，1. 5 μL 1 mol /L MgCl2，
4 μL 2. 5 mmol /L dNTPs，2. 0 μmol /L 4 对引物各 1. 0
μL，Taq酶 2. 5 U，加 ddH2O 至 50 μL。对多重 PCＲ
的退火温度、引物浓度和 Mg2 +浓度 进行优化。PCＲ
反应产物用 1. 5%琼脂糖凝胶电泳检测。
1. 2. 5 多重 PCＲ反应特异性试验: 分别以 4 种细
菌基因组 DNA的混合样本、单一样本及其他阴性菌
的 DNA样本为模板，同时加入 4 对引物，用优化后
的反应体系及条件进行多重 PCＲ扩增。
1. 2. 6 多重 PCＲ反应敏感性试验: 将提取的 4 种
标准菌的 DNA 模板浓度稀释至 100 ng /μL 浓度。
按 100 ～ 10 －9ng /μL梯度进行倍比稀释，以优化后的
多重 PCＲ 条件进行扩增，测定多重 PCＲ 反应的灵
敏性。
1. 2. 7 多重 PCＲ 的初步应用: 42 只 4 周龄昆明
小鼠被随机分为 7 组(1 ～ 7)，每组 6 只，分别腹腔注
射鼠伤寒沙门氏菌(0. 5 mL);铜绿假单胞菌(0. 5
mL);肺炎克雷伯杆菌 +嗜肺巴斯德菌 +铜绿假单
胞菌 +鼠伤寒沙门氏菌(每种菌 0. 12 mL);嗜肺巴
斯德菌 +铜绿假单胞菌(每种菌 0. 25 mL);鼠伤寒
沙门氏菌 +铜绿假单胞菌(每种菌 0. 25 mL);嗜肺
巴斯德菌 + 鼠伤寒沙门氏菌 +肺炎克雷伯杆菌(每
种菌 0. 17 mL);另设生理盐水(0. 5 mL)作为阴性对
照组。7 组小鼠饲养在 ABSL-2 生物安全实验室负
压 IVC内，并在生物安全柜内进行感染操作。观察
其发病及死亡情况，饲养 10 d 后，将 7 组小鼠解剖，
无菌采集其肝、肺、肠等部位，并置于肉汤中进行过
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别为 284 bp、428 bp、198 bp和 528 bp)，且无其他非
特异性条带，其中嗜肺巴斯德杆菌和绿脓杆菌在退
火温度高于 59. 5 ℃时扩增效率降低，片段变弱;绿
脓杆菌则在低于 54. 0 ℃扩增效率降低;而对另外两
种菌的扩增效率无明显影响。因此最终确定单基因
PCＲ扩增的最佳退火温度为 54. 0 ～ 59. 5 ℃(图 1)。
图 1 单重 PCＲ扩增及退火温度的优化
注:M:DL2000 marker;1 ～ 8 肺炎克雷伯杆菌;9 ～ 16 嗜肺巴斯德菌;17 ～ 24 绿脓杆菌;25 ～ 32 鼠伤寒沙门氏菌;退火温度从
1 ～ 8，9 ～ 16，17 ～ 24，25 ～ 32 依次为 45. 8 ℃，48. 4 ℃，51. 5 ℃，54. 0 ℃，56. 8 ℃，59. 5 ℃，62. 1 ℃，64. 5 ℃
Fig． 1 Single PCＲ products and optimal annealing temperature
Note:M:DNA Marker DL2000;1 － 8 Klebsiella Pneumoniae;9 － 16 Pasteurella pneumotropica;17 － 24 Pseudomonas
Aeruginosa;25 － 32 Salmonella typhimurium;Annealing temperatures were 45. 8 ℃，48. 4 ℃，
51. 5 ℃，54. 0 ℃，56. 8 ℃，59. 5 ℃，62. 1 ℃，64. 5 ℃ ．
2. 2 多重 PCＲ反应条件的优化
以 SE、KPN、PP、PA的混合 DNA 为模板进行扩
增，分别对多重 PCＲ的退火温度、引物浓度和 Mg2 +
浓度进行优化。结果表明，退火温度在 59. 5 ～
64. 5 ℃时，4 条目的条带均最清晰，确定为最佳温
度范围(见图 2);引物浓度在 5 ～ 10 pmol /μL 时最
佳(见图 3);Mg2 +浓度在 2 ～ 4 m mol /L 时最佳(见
图 4)。因此，确定同时检测 4 种目的菌的多重 PCＲ
方法的最佳反应体系如下:10 × PCＲ buffer 5 μL，3
μL MgCl2(1 mol /L)，2 μL dNTP(2. 5 mmol /L) ，2. 0
μmol /L 4 对引物各 0. 75 μL，Taq 酶 1 U，加 ddH2O
至 50 μL。PCＲ反应程序:95 ℃预变性 5 min，94 ℃
变性 30 s，62. 1 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，34 个循
环;72 ℃延伸 10 min。此优化后的多重 PCＲ反应体
系在后续的特异性实验中得到进一步的验证，如图
5(B)。
图 2 多重 PCＲ退火温度优化
注:M:DL2000 marker;1 阴性对照;2 ～ 9 退火温度依次为 64. 5 ℃、
62. 1 ℃、59. 5 ℃、56. 8 ℃、54. 0 ℃、51. 5 ℃、48. 4 ℃、45. 8 ℃
Fig． 2 The optimal annealing temperature
in multiplex PCＲ
Note:M:DNA Marker DL2000;1 Negtive control;2 － 9 Annealing
temperatures were 64. 5 ℃，62. 1 ℃，59. 5 ℃，56. 8 ℃，
54. 0 ℃ 51. 5 ℃，48. 4 ℃，45. 8 ℃
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图 3 多重 PCＲ引物浓度优化
注:M:DL2000 marker;1:阴性对照;2 ～ 8:不同引物浓度优化，
引物浓度依次为 35、20、15、10、8、5、2 pmol /μL
Fig． 3 The optimal primer concentration
used in multiplex PCＲ
Note:M:DNA Marker DL2000;1:Negtive contral;2 － 8:Primers
concentrations were 35，20，15，10，8，5，2 pmol /μL
2. 3 多重 PCＲ的特异性
分别对 SE、KPN、PP、PA的基因组 DNA 混合模
板、单一模板、其他阴性菌模板及空白对照进行
图 4 多重 PCＲ 镁离子浓度优化
注:M:DL2000 marker;1:阴性对照;2 ～ 9:不同 Mg2 +浓度
依次为 5、4. 5、4、3. 5、3、2、1、0. 5 mmol /L
Fig． 4 The optimal Mg2 + concentration
used in multiplex PCＲ
Note:DNA Marker DL2000;1:Negtive contral;2 － 9:Mg2 +













Fig． 5 The specificity of multiplex PCＲ
A:DNA Marker DL2000;1:Pasteurella pneumotropica，Salmonella typhimurium，Klebsiella Pneumoniae，Pseudomonas Aeruginosa mix template;
2:Salmonella typhimurium，Klebsiella Pneumoniae，Pseudomonas Aeruginosa mix template;3:Pasteurella pneumotropica，Klebsiella
Pneumoniae，Pseudomonas Aerugino mix template;4:Pasteurella pneumotropica，Klebsiella Pneumoniae，Pseudomonas Aeruginosa mix template;
5:Pasteurella pneumotropica，Salmonella typhimurium，Klebsiella Pneumoniae mix template;6:Klebsiella Pneumoniae，Pseudomonas Aeruginosa
mix template;7:Salmonella typhimurium，Pseudomonas Aeruginosa mix template;8:Salmonella typhimurium，Klebsiella Pneumoniae mix template;
9:Pasteurella pneumotropica，Pseudomonas Aeruginosa mix template;10:Pasteurella pneumotropica，Klebsiella Pneumoniae mix template;
11:Pasteurella pneumotropica，Salmonella typhimurium mix template;12:Pseudomonas Aeruginosa template;13:Klebsiella Pneumoniae template;
14:Salmonella Spp template;15:Pasteurella pneumotropica template;16:Negative control
B:DNA Marker DL2000;1:Staphylococcus aureus;2:Streptococcus pneumonia;3:Beta hemolytic streptococcus;4:Liszt bacillus;
5:Bordetella bronchiseptica;6:Corynebacterium kutscheri;7:Escherichia coli;8:Shiga bacillus;9:Pasteurella pneumotropica，
Salmonella typhimurium，Klebsiella Pneumoniae，Pseudomonas Aeruginosa
·25·
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2. 4 多重 PCＲ的敏感性




出量分别为 10 －5、10 －4、10 －3、10 －4 ng /μL，可得到多
重 PCＲ的最低检出量为 10 －3 ng /μL，见图 6。
图 6 多重 PCＲ灵敏性检测
注:M:DL2000 Marker;1 ～ 10 依次模板浓度为:100、10 －1、10 －2、10 －3、10 －4、10 －5、10 －6、10 －7、10 －8、10 －9 ng /μL
Fig． 6 The sensitivity test of the multiplex PCＲ
Note:DNA Marker DL2000;1 － 10 Primer concentration were 100，10 －1，10 －2，0 －3，10 －4，10 －5，10 －6，10 －7，10 －8，10 －9 ng /μL
2. 5 多重 PCＲ的初步应用
采用 4 种致病菌单一或者混合感染昆明小鼠，
其中细菌感染组的小鼠在 24 ～ 72 h 内均有 2 ～ 3 只









图 7 人工模拟试验多重 PCＲ检测结果
注:M:DL2000 Marker;1 ～ 3、22 ～ 24:阴性对照;4 ～ 6:鼠伤寒沙门氏菌;7 ～ 9:绿脓杆菌;10 ～ 12:嗜肺巴斯德菌、鼠伤寒沙门氏菌、
肺炎克雷伯杆菌、绿脓杆菌四种菌;13 ～ 15:嗜肺巴斯德和绿脓杆菌;16 ～ 18:鼠伤寒沙门氏菌和绿脓杆菌;
19 ～ 21:嗜肺巴斯德菌、鼠伤寒沙门氏菌、肺炎克雷伯杆菌三种菌
Fig． 7 The artificial simulation test of the multiplex PCＲ assay
Note:DNA Marker DL2000;1 － 3，22 － 24:Negtive contral;4 － 6:Salmonella typhimurium;7 － 9:Pseudomonas Aeruginosa;
10 － 12:Pasteurella pneumotropica，Salmonella typhimurium，Klebsiella Pneumoniae and Pseudomonas Aeruginosa;
13 － 15:Pasteurella pneumotropica and Pseudomonas Aeruginosa;16 － 18:Salmonella typhimurium and Pseudomonas Aeruginosa;



















子浓度等为影响 PCＲ 的重要因素，多重 PCＲ 体系
由于存在多对引物、多个模板因而更加复杂，基于
此，本研究通过实验优化多重 PCＲ反应的条件后，
最终确定多重 PCＲ的最佳退火温度为 59. 5 ℃，最佳
引物浓度 6 pmol /μL，最佳镁离子浓度 3 mmol /L;此
外，本实验中的多重 PCＲ 能检测沙门氏菌、肺炎克
雷伯杆菌、嗜肺巴斯德菌、铜绿假单胞菌最低检出量
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Construction and Application of Multiple PCＲ Detection for
Four Pathogenic Bacteria in SPF Mice
ZHANG Yuehua，ZHENG Xiuqing
(Laboratory animal center，Xiamen university，Xiamen 361100，china)
Abstract:Objective To establish a protocol for simultaneous detection of four common pathogens in SPF
environment． Method A multiplex PCＲ assay was established with primers designed according to invA gene of
Salmonella typhimurium，khe gene of Klebsiella pneumoniae，16S rＲNA gene of pasteurella pneumotropica and ecfX
gene of Pseudomonas aeruginosa． The specificity and sensitivity of the new multiplex PCＲ system were also
evaluated after optimization． Ｒesult The multiplex PCＲ method could simultaneously amplify the four bacteria in
the same sample without cross reaction，and the minimum detection concentration was 10 －3 ng /μL． The multiplex
PCＲ method could also specifically detect the target pathogens from co-infection disease material． Conclusion
The multiplex PCＲ method ，which was rapid，convenient and sensitivity，could provide effective technical for the
rapid diagnosis and monitoring of these four pathogens．




Effect of Anshen Umbilical Paste on Autonomic Activity and Serum Levels of GABA
and NE in Experimental Insomnia Ｒats
GAN Yu，MA Jin，QIAO Min，ZHANG Hong，BAO Yulong，WU Xiaolin，LIU Xiaohu，JIAO Fuying
(Liaoning Institute of Traditional Chinese Medicine，Shenyang 110034，China)
Abstract:Objective To explore the effect of Anshen umbilical paste on autonomic activity and serum levels of
gamma aminobutyric acid (GABA)and noradrenaline (NE)in experimental insomnia rats，in order to reveal its
mechanism． Method The model of insomnia rats were established by 4-Chloro-DL-phenylalanine (PCPA)
injected intraperitoneally． Forty rats were randomly divided into blank control group，model control group，Anshen
umbilicus plaster (2. 70 g /kg)group and diazepam (0. 90 × 10 －3 g /kg) group． The general condition and
autonomic activity of the rats were observed，and the contents of serum GABA and NE were detected by enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA)． Ｒesult Compared with the model control group，the body weight of the
rats in Anshen umbilicus plaster group and diazepam group were significantly increased (P ＜ 0. 05)，and the
distance and speed of the movement were significantly decreased (P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ，and the frequency and
residence time in the central area also declined． After the treatment with Anshen umbilical paste and diazepam，the
content of GABA in serum of rats were increased significantly (P ＜ 0. 01) ，and the content of NE were decreased
significantly (P ＜ 0. 01)． Conclusion Anshen umbilical paste could improve the general condition of insomnia
rats and reduce the autonomic activity． The mechanism of promoting sleep may be related to the increase of GABA
secretion and the decrease of NE release．
Key words:insomnia;Anshen umbilical paste;autonomic activity;GABA;NE
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